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(57) Appareii de dosage automatique et de reac- 
tion, en particulier pour I'extraction d'ADN plas- 
midique d'un echantillon de cellules, 
comprenant une chambre de reaction (10) dont 
le fond muni d'un filtre comprend au moins un 
orifice de sortie (16), un piston (26) monte 
mobile a etancheite dans la chambre (10), des 
moyens (32,34) d'amenee d'un echantillon de 
cellules entre le filtre (24) et le piston (26), et des 
moyens (36,38,40,42) de dosage et d'amenee de 
reactifs dans la chambre (10), I'introduction des 
reactifs etant autorisee quand le piston (26) est 
amene en position haute. 
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L'invention concerne un appareil de dosage au- 
tomatique et de reaction, en particulier pour ['extrac- 
tion d'ADN plasmidique a partir d'un echantillon de 
cellules, cet appareil etant du type comprenant une 
chambre de reaction dont le fond muni d'un filtre 
comprend au moins un orifice de sortie, des moyens 
d'obturation de cet orifice, un piston monte mobile de 
facon sensiblement etanche dans cette chambre au- 
dessus du filtre, des moyens de deplacement du pis- 
ton, et des moyens pour amener des produits et des 
reactifs dans ladite chambre entre le filtre et le piston. 

Un appareil de ce type est deja connu, en parti- 
culier pour Textraction d'ADN plasmidique, par les 
Demandes Internationales WO 90/15 148 et WO 
89/09265. 

Cependant, les appareils decrits dans ces deux 
Demandes Internationales presentent un certain 
nombre d'inconvenients tels que le risque destruc- 
tion complete du filtre par les cellules lors de la 
concentration parf iltrage de I'echantillon de cellules, 
Tutilisation d'un barreau agitateur au-dessus du fil- 
tre, ce qui cree un volume mort relativement impor- 
tant, et le dosage des reactifs par deplacement 
controle du piston dans la chambre de reaction, d'ou 
il resulte des erreurs relativement importantes sur 
les dosages. 

La presente invention a notamment pour but 
d'eviter ces inconvenients dans un appareil du type 
pre cite. 

Elle a pour objet un appareil de ce type, dont le 
fonctionnement peut etre automatise avec une tres 
grande precision, notamment au niveau du dosage 
des reactifs. 

Elle a egalement pour objet un appareil de ce 
type, ayant un rendement maximal en produit recher- 
che. 

Elle propose a cet effet un appareil de dosage au- 
tomatique et de reaction du type precite, caracterise 
en ce que des moyens de dosage de reactifs exte- 
rieurs a la chambre de reaction sont relies a celle-ci 
par des conduits debouchant au-dessus d'un niveau 
maximal predetermine de liquide dans ladite cham- 
bre, et en ce que le piston est deplacable entre une 
position ou il est sensiblement applique sur le filtre, 
une position intermediate correspondant a un volu- 
me determine reglable au-dessus du filtre, et une po- 
sition haute ou il se trouve au-dessus des debouches 
des conduits precites d'introduction de reactifs. 

Dans I'appareil selon l'invention, les dosages de 
reactifs peuvent done etre realises a I'exterieur de la 
chambre, de facon extremement precise, le piston 
mobile dans la chambre de reaction etant utilise, non 
pas pour le dosage proprement dit d'un reactif, mais 
uniquement pour permettre I'introduction d'une 
quantite deja dosee d'un reactif dans la chambre, 
lorsqu'il se trouve au-dessus du debouche du conduit 
d'introduction correspondant. 

Les dosages des reactifs sont ainsi totalement in- 



dependants des deplacements du piston dans la 
chambre de reaction. 

En fait, le deplacement du piston dans sa position 
haute pour I'introduction d'un reactif dans la chambre 
5 de reaction, se traduit par Tetablissement d'une de- 
pression dans cette chambre, qui facilite I'amenee 
dans cette chambre de la totalite d'une quantite pre- 
dosee de reactif. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, 
10 les moyens d'amenee de produit, en particulier d'un 
echantillon de cellules, comprennent un conduit d'in- 
jection debouchant tangentiellement dans la cham- 
bre de reaction immediatement au-dessus du filtre 
precite, et des moyens d'ali mentation sous pression 
15 de ce conduit. 

Le produit qui est ainsi injecte dans la chambre de 
reaction prealablement remplie d'eau pure circule en 
tourbillonnant dans la partie inferieure de cette cham- 
bre, juste au-dessus du filtre, ce qui permet d'obtenir 
20 une concentration de ce produit par ecoulement d'un 
milieu liquide a travers le filtre, sans risquer d'obs- 
truer ce filtre par un depot de cellules par exemple, 
grace a la circulation tourbillonnaire du produit dans 
la chambre de reaction. 
25 En outre, le produit est injecte dans un volume fai- 

ble au-dessus du filtre, et Ton n'a pas a reduire ce vo- 
lume par descente du piston pour concentrer le pro- 
duit. 

Selon encore une autre caracteristique de I'in- 
30 vention, cet appareil comprend plusieurs moyens de 
dosage de reactifs, agences autour de la chambre de 
reaction et comprenant chacun une chambre de do- 
sage reliee a un reservoir de reactif, un moyen de re- 
glage de la quantite de reactif admise dans la cham- 
35 bre de dosage, et un conduit reliant la chambre de do- 
sage a la chambre de reaction. 

Ce conduit peut comprendre un moyen d'obtura- 
tion commande, tel qu'une electrovanne par exem- 
ple. 

40 Le piston de la chambre de reaction peut egale- 

ment comprendre une surface cylindrique peripheri- 
que d'obturation a etancheite des debouches des 
conduits d'introduction de reactifs, permettant I'ou- 
verture de ces conduits uniquement quand le piston 

45 est au voisinage immediat de sa position haute. 

De preference, les reservoirs de reactifs sont 
sous pression, pour garantir un remplissage correct 
des chambres de dosage. 

L'appareil selon l'invention comprend egalement 

so des moyens d'alimentation en liquide de lavage et de 
decontamination. 

Enf in, la chambre de reaction peut etre entouree 
d'une chemise de circulation d'un liquide de chauffa- 
ge ou de refroidissement. 

55 L'invention sera mieux comprise et d'autres ca- 

racteristiques, details et avantages de celle-ci appa- 
rattront plus clairement a la lecture de la description 
qui suit, faite a titre d'exemple en reference aux des- 
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sins annexes dans lesquels : 

La figure 1 represente schematiquement un ap- 
pareil selon I'invention ; 

La figure 2 est une vue schematique en section 
transversale, representant une alimentation tan- 5 
gentielle de cette chambre ; 
La figure 3 est un graphe representant les diffe- 
rentes positions du piston de la chambre de reac- 
tion en fonction du temps ; 

La figure 4 est un organigramme schematique w 

des principales etapes d'un procede d'extraction 

d'ADN au moyen de I'appareil selon I'invention. 

Cet appareil, dont un mode de realisation est re- 
presente a titre d'exemple en figure 1, comprend es- 
sentiellement une chambre de reaction 10 a paroi cy- 15 
lindrique 12, quiestentouree d'une chemise 1 4 de cir- 
culation d'un liquide caloporteur, par exemple d'eau, 
a temperature reglable, pour amener la temperature 
dans la chambre de reaction 10 a une valeur desiree. 

Le fond de la chambre 10 comprend un ou plu- 20 
sieurs conduits de sortie 16 et un moyen 18 d'obtu- 
ration commandee, tel qu'une electrovanne a bois- 
seau ou a pointeau, ou une vanne a tiroir. 

Dans I'exemple de realisation represente, le fond 
de la chambre 10 comprend un seul conduit de sortie 25 
16 raccorde par une vanne a tiroir a deux conduits 
20,22, dont Tun est utilise pour la sortie de certains 
produits de reaction et dont I'autre est utilise pour la 
sortie d'autres produits de reaction, comme on le 
verra plus en detail ci-dessous. 30 

Immediatement au-dessus de I'orifice superieur 
du conduit de sortie 16, la chambre 10 comprend un 
filtre 24, tel par exemple qu'une membrane micropo- 
reuse, qui laisse passer certains produits de reaction 
et en retient d'autres. Le filtre 24 est dispose sur le 35 
fond de la chambre 1 0 de telle sorte que le volume re- 
siduel entre le filtre et le fond soit le plus faible pos- 
sible. 

Un piston cylindrique 26 est monte coulissant a 
etancheite dans la chambre 10, et est deplacable de 40 
facon commandee au moyen d'une tige de piston 28 
s'etendant vers le haut et d'un moteur 30 de deplace- 
ment rectiligne alternatif de la tige de piston 28 et du 
piston 26. 

Le piston 26 peut occuper plusieurs positions de- 45 
terminees reglables dans la chambre de reaction 10, 
qui sont def inies par les references 0, 1 , 2, 3 sur I'axe 
H de la droite de la figure 1 , ces positions correspon- 
dant a cedes de la face inferieure du piston. 

Dans la position 0, la face inferieure du piston 26 50 
se trouve sensiblement appliquee sur le filtre 24 et 
est done au voisinage immediat du fond de la cham- 
bre de reaction 10, le volume residue! etant sensible- 
ment nul. 

Dans la position 1 , la face inferieure du piston se 55 
trouve au-dessus du filtre 24, a faible distance de ce- 
lui-ci, et determine un volume predetermine avec le 
fond de la chambre de reaction. Dans ce volume pre- 
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determine debouche un conduit 32 d'injection de pro- 
duit, ce conduit 32 etant oriente de facon sensible- 
ment tangentielle a la chambre de reaction 1 0 comme 
on le voit en figure 2. II est relie a un moyen 34 d'ali- 
mentation sous pression. 

Dans la position 2, la face inferieure du piston 26 
se trouve au-dessus du niveau maximal de liquide 
dans la chambre de reaction et en dessous des de- 
bouches de conduits 36 d'introduction de reactifs, 
qui sont relies a des moyens de dosage comprenant 
essentiellement une chambre de dosage 38, un 
moyen, tel qu'un piston mobile 40, de reglage de la 
quantite de reactif admise dans la chambre 38, et un 
reservoir 42 de reactif, de preference sous faible 
pression, qui est relie a la chambre de dosage 38. Des 
moyens d'obturation commandes, tels que des elec- 
trovannes, sont en general prevus entre le reservoir 
42 et la chambre 38, et sur les conduits d'introduction 
36 au voisinage des debouches de ces derniers dans 
la chambre de reaction 10. Des clapets anti-retour 44 
peuvent egalement etre prevus sur les conduits d'in- 
troduction 36, comme represente au dessin. 

La position 2 precitee et la position 3 de la face 
interieure du piston sont determinees de telle sorte 
que les debouches des conduits d'introduction 36 
soient obtures de facon sensiblement etanche par la 
paroi cylindrique du piston 26 quand celui-ci est en 
position 2, et soient liberes quand le piston est en po- 
sition 3, ou sa face inferieure est legerement au-des- 
sus des debouches de ces conduits 36. 

Le nombre de systemes de dosage et d'introduc- 
tion de reactifs dans la chambre 10 est variable en 
fonction du type de reaction a realiser. Les debou- 
ches des conduits 36 d'introduction des reactifs peu- 
vent etre repartis a la meme hauteur au-dessus du 
fond de la chambre 10 ou bien etre etages en hauteur 
de facon a pouvoir etre liberes successivement lors 
du deplacement du piston 26 vers le haut. Dans ce 
cas, on peut prevoir autant de positions superieures 
3, 3',... du piston qu'il y a de niveaux de debouches 
de conduits 36. 

Au moins un reservoir de liquide de lavage et de 
decontamination est agence au voisinage de la 
chambre 10. II peut etre relie a celle-ci parun conduit 
d'introduction 36 comme les reservoirs de reactifs 
42, ou bien par I'un des conduits de sortie 20, 22 si 
Ton desire faire circuler ce liquide a travers le filtre 24 
pour le nettoyage de ce dernier. 

On va maintenant decrire le fonctionnement de 
cet appareil, en particulier dans le cas de I'extraction 
de I'ADN plasmidique d'un echantillon de cellules. 

L'appareil ayant ete prealablement lave, decon- 
tamine et rempii d'eau pure et ie piston etant amene 
en position 1 , un echantillon de cellules dans un liqui- 
de de culture est amene dans le moyen 34 et injecte 
sous pression par le conduit 32 dans la chambre 10 
entre le filtre 24 et le piston 26. Dans le cas de I'ex- 
traction de I'ADN plasmidique, le volume au-dessus 
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du filtre peut etre de I'ordre de 0,5 ml tandis que 
I'echantillon de cellules a injecter est plusieurs fois 
superieur (par exemple de I'ordre de 2 a 4 ml). La van- 
ne a tiroir 1 8 est commandee pour relier le conduit de 
sortie 16au conduit 20, par exemple. Dans ces condi- 
tions, I'injection progressive de I'echantillon de cellu- 
les dans la chambre de reaction 10 se traduit par un 
mouvement tourbillonnaire dans la chambre 10 et par 
un ecoulement du liquide de culture a travers le filtre 
24, les cellules restant en mouvement au-dessus de 
ce filtre sans le colmater. 

II en resulte simultanement une concentration de 
cet echantillon, sans qu'il soit necessaire de deplacer 
le piston 26 qui est maintenu dans sa position 1. 

Cette etape correspond a la part ie A de la courbe 
de la figure 3 et est designee par la reference 46 en 
figure 4. 

L'operation suivante consiste a fermer le conduit 
de sortie 16 par commande de la vanne 18 et a ob- 
turer le conduit d'injection 32, apres quoi on amene 
le piston 26 dans sa position 2 pour realiser une re- 
mise en suspension des cellules. Le deplacement du 
piston 26 de sa position 1 a sa position 2 se traduit 
par une depression dans la chambre de reaction 10, 
qui facilite la remise en suspension des cellules et par 
une faible vaporisation du liquide, suivie d'une recon- 
densation quand le piston est ramene en position 1, 
de sorte que la face inferieure du piston est toujours 
en contact intime avec du liquide en position 1, sans 
interposition d'une couche de gaz entre le piston et le 
liquide. On peut aussi appliquer une faible vibration a 
la chambre de reaction 10, ou bien la faire basculer 
autour d'un axe transversal horizontal pourfaciliterla 
remise en suspension des cellules. 

Cette etape est designee par la reference B sur 
la courbe de la figure 3 et par la reference 48 dans I'or- 
ganigramme de la figure 4. A la fin de cette etape, le 
piston peut etre en position 1 ou en position 2. 

Pendant ce temps, deux systemes de dosage de 
reactifs ont ete utilises, Tun pour le dosage d'une so- 
lution de lyse des cellules, I'autre pour le dosage 
d'une solution de precipitation de I'ADN chromosomi- 
que, des proteines et des debris de cellules. Pour ces 
dosages, les moyens d'obturation des conduits 36 
sont fermes, les moyens d'obturation prevus entre 
les reservoirs 42 et les chambres 38 sont ouverts, et 
les pistons 40 sont deplaces dans des positions pre- 
determines pour I'admission de quantites predeter- 
mines de produits dans les chambres 38. 

Dans le cas de I'extraction de I'ADN plasmidique 
d'un echantillon de cellules, on admet d'abord un vo- 
lume de I'ordre de 0,5 ml d'une solution de lyse des 
cellules dans la chambre 10 (partie C de la courbe de 
la figure 3 et etape 50 de I'organigramme de la figure 
4), apres quoi on ramene le piston 26 dans sa position 
2 pendant la lyse des cellules. Simultanement, la 
chambre de reaction peut etre portee a une tempera- 
ture de I'ordre de 50° C par circulation d'eau chaude 



dans la chemise 1 4. Au bout de quelques minutes, on 
interrompt cette circulation d'eau chaude, et on rame- 
ne le piston 26 en position 3 pour I'admission d'un vo- 
lume de I'ordre de 0,5 ml d'une solution de precipita- 

5 tion de I'ADN chromosomique, des proteines et des 
debris de cellules, laissant I'ADN plasmidique en so- 
lution (partie D de la courbe de la figure 3 et etape 52 
de I'organigramme de la figure 4). 

Le piston 26 est ensuite amene en position 0 

10 (partie E de la courbe de la figure 3 et etape 54 de 
rorganigramme de la figure 4), la vanne 18 etant 
commandee pour relier I'orifice de sortie 16 au 
conduit 22, af in d'evacuer le contenu de la chambre 
10 par le conduit 22 et recuperer ainsi I'ADN plasmi- 

15 dique en solution, tandis que I'ADN chromosomique 
precipite, les proteines et les debris de cellules sont 
retenus par le filtre 24. 

II est important que ce filtre soit le plus pres pos- 
sible du fond de la chambre de reaction 10, pour que 

20 Con puisse recuperer la plus grande quantite possible 
d'ADN plasmidique. L'appareil selon I'invention per- 
met de disposer le filtre 24 au voisinage immediat du 
fond de la chambre de reaction 10, et de descendre 
le piston 26 jusque sur le filtre 24. 

25 L'etape suivante, designee par la reference 56 en 

figure 4 et correspondant a la partie F de la courbe 
de la figure 3, consiste a effectuer un lavage et une 
decontamination de la chambre 10, du conduit 32 
d'injection de I'echantillon de cellules et eventuelle- 

30 ment des conduits 20 et 22 de sortie de la chambre 
10. Pour cela, on peut introduire un liquide de lavage 
et de decontamination dans la chambre 10 au moyen 
d'un systeme identique aux systemes de dosage des 
reactifs, ou bien par I'intermediaire du conduit de sor- 

35 tie 20, ce qui permet alors de nettoyer egalement le 
filtre 24 par circulation de liquide vers le haut a tra- 
vers ce filtre. On utilise avantageusement le conduit 
32 pour evacuer de la chambre 1 0 le liquide de lavage 
et de decontamination, ainsi que les divers produits 

40 qu'il peut contenir (ADN precipite, proteines, debris 
de cellules). On peut egalement effectuer, avant le la- 
vage et la decontamination, une operation prealable 
de dissolution de ces produits par injection d'une so- 
lution de dissolution dans la chambre 10 au moyen 

45 d'un systeme identique aux systemes precites de do- 
sage de reactifs. 

De facon generale, l'appareil selon I'invention 
presente les avantages suivants : 

- le volume mort entre la face inferieure du pis- 
50 ton dans sa position basse et le fond de la 

chambre de reaction 10 est sensiblement nul, 

- on recupere une quantite maximale de produit 
recherche (ADN plasmidique), 

- les dosages de reactifs sont completement in- 
55 dependants des deplacements du piston 26 

dans la chambre 10, 

- I'injection tangentielle de I'echantillon de cellu- 
les permet simultanement de concentrer cet 
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echantillon sans colmater ou obstruer le f iltre 
24 et sans deplacer le piston 26, 

- la commande de deplacement du piston 26 est 
plus douce et est soumise a moins de contrain- 

tes que dans la technique anterieure, 5 

- le barreau magnetique prevu dans la techni- 
que anterieure pour servir d'agitateur entre le 
f iltre 24 et la face inferieure du piston 26 est 
supprime. 

Bien entendu, I'appareil selon I'invention est ap- w 
plicable a un tres grand nombre de reactions diffe- 
rentes, et n'est pas limite a Textraction d'ADN plas- 
midique. 

15 

Revendications 

1. Appareil de dosage automatique et de reaction, 
en particulier pour I'extraction d'ADN plasmidi- 

que d'un echantillon de cellules, comprenant une 20 
chambre de reaction (10) dont le fond muni d'un 
f iltre (24) comprend au moins un orifice de sortie 
(16), des moyens (18) d'obturation de cet orifice, 
un piston (26) monte mobile de fagon sensible- 
ment etanche dans cette chambre au-dessus du 25 
f iltre (24), des moyens (28,30) de deplacement 
du piston, des moyens (32,34,36) pour amener 
des produits et des react ifs dans ladite chambre 
entre le f iltre (24) et le piston (26), caracterise en 
ce que des moyens (38,40,42) de dosage de 30 
reactifs exterieurs a la chambre (10) sont relies 
a celle-ci par des conduits (36) debouchant au- 
dessus d'un niveau maximal predetermine de li- 
quide dans ladite chambre, et en ce que le piston 
(26) est deplagable entre une position ou il est 35 
sensiblement applique sur le filtre (24), une po- 
sition inter media ire correspondant a un volume 
determine reglable au-dessus du filtre, et une 
position haute ou il se trouve au-dessus des de- 
bouches des conduits (36) d'introduction de 40 
reactifs. 

2. Appareil selon la revendication 1, caracterise en 
ce que les moyens d'amenee de produit, tel en 
particulier qu'un echantillon de cellules, 45 
comprennent un conduit d'injection (32) debou- 
chant tangentiellement dans la chambre de reac- 
tion (10) immediatement au-dessus du filtre (24), 

et des moyens (34) d'ali mentation sous pression 

de ce conduit. 50 



(38), et un conduit (36) reliant la chambre de do- 
sage a la chambre de reaction (10). 

4. Appareil selon la revendication 3, caracterise en 
ce que le conduit (36) reliant la chambre de do- 
sage (38) a la chambre de reaction (10) 
comprend un moyen d'obturation commande, tel 
qu'une electrovanne par exemple, et/ou un cla- 
pet anti-retour (44). 

5. Appareil selon la revendication 3 ou 4, caracteri- 
se en ce que le piston (26) comprend une surface 
peripherique d'obturation a etancheite des de- 
bouches des conduits (36) d'introduction de 
reactifs, permettant I'ouverture de ces debou- 
ches uniquement quand le piston (26) est au voi- 
sinage immediat de sa position haute. 

6. Appareil selon Tune des revendications 3 a 5, ca- 
racterise en ce que les reservoirs (42) de reactifs 
sont sous pression. 

7. Appareil selon Tune des revendications prece- 
dentes, caracterise en ce qu'il comprend egale- 
ment des moyens d'ali mentation en liquide de la- 
vage et de decontamination. 

8. Appareil selon I'une des revendications prece- 
dentes, caracterise en ce que la chambre de 
reaction (10) est entouree d'une chemise (14) de 
circulation d'un liquide de chauffage ou de ref roi- 
dissement. 

9. Appareil selon une des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que les debouches dans la 
chambre (10) des conduits (36) d'amenee de 
reactifs sont a un meme niveau, ou a des niveaux 
differents. 

10. Appareil selon I'une des revendications prece- 
dentes, caracterise en ce que le deplacement du 
piston (16) de sa position intermediate (1) a sa 
position (2) sous les debouches des conduits 
(36) d'amenee de reactifs, se traduit par une de- 
pression dans la chambre (10) et par une vapori- 
sation partielle du liquide qu'elle contient. 



Appareil selon la revendication 1 ou 2, caracteri- 
se en ce qu'il comprend piusieurs moyens de do- 
sage de reactifs, agences autour de la chambre 
de reaction (10) et comprenant chacun une 
chambre (38) de dosage reliee a un reservoir (42) 
de reactif, un moyen (40) de reglage de la quan- 
tite de reactif admise dans la chambre de dosage 



55 
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